BAG3によるMcl-1を介した抗がん剤耐性メカニズムの解析とその克服 by 幅田 周太朗
 
SAPPORO MEDICAL UNIVERSITY INFORMATION AND KNOWLEDGE REPOSITORY 
 
Title 
論文題目 
BAG3-mediated Mcl-1 stabilization contributes to drug 
resistance via interaction with USP9X in ovarian cancer. 
（BAG3 による Mcl-1 を介した抗がん剤耐性メカニズムの解
析とその克服） 
Author(s) 
著  者 幅田, 周太朗 
Degree number 
学位記番号 甲第 2822 号 
Degree name 
学位の種別 博士（医学） 
Issue Date 
学位取得年月日 2015-03-31 
Original Article 
原著論文  
Doc URL  
DOI  
Resource Version  
学位論文の内容の要旨 
報 告 番 号 甲第 2822 号 氏  名 幅田 周太朗 
 論文題名 
BAG3-mediated Mcl-1 stabilization contributes to drug resistance via interaction with 
USP9X in ovarian cancer  
(BAG3によるMcl-1を介した抗がん剤耐性メカニズムの解析とその克服) 
 
 研究目的 
   BAG family proteinは Hsp70と結合する BAGドメインを持ち、その中で BAG3
は、癌細胞に高発現し、癌細胞の運動能、増殖能の亢進にかかわることが報告されている。
われわれはこれまでに卵巣癌における BAG3の役割について研究をすすめてきた。これま
での研究で、BAG3は進行卵巣癌で発現が亢進していること、MMP2を介して浸潤能を調
節していること、そしてmiR-29bを介してMcl-1の発現を亢進し apoptosisを抑制してい
ることを報告した。Mcl-1 は apoptosis 抑制に働く Bcl-2 family の 1 つであり、近年
paclitaxel 耐性に関わっていることが報告されている。また最近 Mcl-1 のユビキチン化と
分解にかかわる経路がいくつか報告されており、その中で USP9XはMcl-1の脱ユビキチ
ン化を促しMcl-1を安定化させていることがわかってきた。今回われわれは卵巣癌患者に
おけるMcl-1の発現と臨床予後の関係を調べ、anti-apoptotic Bcl-2 family 阻害剤を用い
た抗がん剤耐性の克服を細胞レベルで試みた。さらに、BAG3によるMcl-1発現調整にお
けるUSP9Xの関わりもあわせて検討した。               
 研究方法   
   同意を得た卵巣癌症例の手術摘出標本を用いて、Mcl-1 の発現を western blot 
analysisにより解析し予後との関連を調べた。次に卵巣明細胞腺癌細胞株 ES2と漿液性腺
癌細胞株 AMOC2を用い、paclitaxel感受性、Mcl-1などの発現を比較した。また ES2細
胞に paclitaxel、Bcl-2阻害剤 (ABT737)そしてMcl-1阻害剤 (MIM1)を添加し XTT assay
により細胞増殖能の変化を調べた。その後レトロウイルスベクターを用いて BAG3蛋白発
現をノックダウンした ES-2 (ES2-shBAG3) とそのコントロール細胞株 (ES2-LTRH1) 
を用いて paclitaxel、ABT737、MIM1 の併用療法の効果の差異を検討した。最後に、免
疫沈降により BAG3と USP9Xの相互作用の有無を検討した。                                       
                                          
研究成績及び考察 
   Mcl-1 の発現が無増悪生存期間(PFS)に関連を示し、さらに BAG3 と Mcl-1 がとも
に 発 現 し て い る 群  (BAG3(+)/Mcl-1(+)) が  BAG3 の み 発 現 し て い る 群
（BAG3(+)/Mcl-1(-)）と比べPFSの著明な短縮を示した。漿液性腺癌細胞株であるAMOC2
と明細胞腺癌細胞株であるES2では BAG3とMcl-1いずれも ES2でより強く発現してお
り、paclitaxel添加実験では AMOC2でより細胞死が亢進していることが示された。BAG3
は単独ではなくMcl-1との共発現により抗がん剤耐性を強め、卵巣癌患者の予後増悪に寄
与している可能性が示唆された。 
 ES2 細胞に ABT737 または MIM1 を添加しても細胞増殖能に変化はみられなかったが                                    
paclitaxelとMIM1を併用することで細胞増殖能の減少がみられた。さらなる効果を期待
して paclitaxel、MIM1、ABT737 の 3 剤を併用したが、ABT737 の上乗せ効果はほとん
どみられなかった。次に BAG3をノックダウンした ES2-shBAG3に paclitaxel、MIM1、
ABT737の 3剤を添加したところ、コントロールの ES2-LTRH1に比べ細胞増殖能が著明
に低下した。これらの結果は、BAG3がMcl-1を安定化することでMIM1の効果を減弱し
ていることを示唆している。最後に、BAG3をトランスフェクションした ES2細胞を用い
て免疫沈降したところ、USP9X と BAG3 の結合が確認された。これにより BAG3 は
USP9Xと相互作用しMcl-1を安定化させる働きがある可能性が示唆された。                                       
 
結論 
  BAG3 は単独ではなく、Mcl-1 の存在下で apoptosis 抑制作用を示し、卵巣癌患者の
予後に寄与することが示唆された。また、BAG3のMcl-1の安定化に USP9Xが関与して
いる可能性も示唆された。                                        
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論文題名 
BAG3-mediated Mcl-1 stabilization contributes to drug resistance via 
interaction with USP9X in ovarian cancer 
BAG3によるMcl-1を介した抗がん剤耐性メカニズムの解析とその克服 
結果の要旨 
これまでの研究で BAG3がMcl-1の発現を調整することで抗癌剤感受性に関与しているこ
とが報告されていたが、今回の研究で BAG3 は USP9X と相互作用することで Mcl-1 を安
定化させていることがわかった。抗癌剤耐性を示す卵巣明細胞腺癌株 ES2 では、BAG3、
Mcl-1 が高発現しており、BAG3 をノックダウンすると Mcl-1 の発現が低下し、抗癌剤感
受性が強くなった。一方 BAG3、Mcl-1の発現が低い抗癌剤感受性の卵巣漿液性腺癌細胞株
AMOC2 で BAG3 を過剰発現させたが、Mcl-1 の発現と抗癌剤抵抗性はわずかに増加した
だけだった。ES2と AMOC2でmiR-29bの発現を変化させると、Mcl-1の発現、抗癌剤感
受性ともに ES2 でより大きく変化した。さらに臨床検体による検討で BAG3 と MCl-1 と
もに発現していることが無増悪生存期間(PFS)と関連を示し、以上より BAG3 は Mcl-1 の
存在下で患者予後に重要な影響を持っていると考えられた。次に、ES2 に MIM1(Mcl-1 
inhibitor)と PTX を加えると細胞生存率が低下したが、MIM1 と PTX にさらに ABT737 
(Bcl-2 inhibitor)を加えても細胞生存率はそれ以上低下しなかった。そこで BAG3をノック
ダウンした ES2 に MIM1,ABT737,PTX を加えてみたところ、コントロールと比較して細
胞生存率が大きく低下した。これら３剤を添加したときのタンパク発現を、コントロール
と BAG3ノックダウンで比較したところ、BAG3ノックダウンで cleaved PARPがみられ
アポトーシスがおこっていることが確認された。さらに、Mcl-1と USP9Xの発現も BAG3
ノックダウンで低下していた。このことから、BAG3 をノックダウンすることで Mcl-1 の
安定性が低下し、MIM1の効果があがり、それに伴い ABT737の追加効果が得られたと考
えられた。最後に、BAG3 と USP9X の免疫沈降を行ったところ BAG3 と USP9X が結合
していることがわかり、BAG3 は USP9X を介することで Mcl-1 の発現を安定化させてい
ることが示唆された。 
 
